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Prufungsantrag gem. S 44 PatG ist gestellt 

<§) Verfahren zur Herstellung komplexer multienzymatischer Iagerstabiler Reaktionsgemische und deren 
Verwendung 

(§) Es wird ein Verfahren und dessen Verwendung beschrie- 

ben zur Herstellung komplexer multienzymatischer Iagersta- 
biler Reaktionsgemische fur die Synthase, Modifizierung 

Oder Analyse von Polypeptiden und gegebenenfalls Nuklein- 

sauren, das dadurch gekennzeichnet ist, daft 

a) native odor artifizielle enzymatisch aktive Proteingemi- 

sche mit Reaktionspuffern, Cofaktoren und Substraten an- 

wendungsfertig lagerstabil aufbereitet werden, wobei ledig- 

Jich anwenderspezifische Schlusselkomponenten (z. B. 

mRNS) fur den Start der gewunschten enzymatischen 

Reaktion(en) fehlen, indem den Reaktionsgemischen in 

Losung ein Stabilisierungsmittel zugefuhrt wird, welches 

einerseits die Reaktionsfahigkeit des multienzymatischen 

Systems erhoht bzw. nicht beeintrachtigt und andererseits 
^ die instabilen Reaktionskomponenten vor dem Verlust ihrer 

biologischen Aktivitat bzw. ihrer biologisch aktiven Struktur 
IA wfihrend der Lagerstabilmachung und Lagerung schutzt, 
00 b) die Reaktionsgemische durch Vakuumtrocknung lagersta- 
CO bil gemacht werden und dann dauerhaft ohne Aktivitatsver- 
CO * ust bei 4°-10°C odor gegebenenfalls unter Verwendung 
O eines inerten Gases oder von mineralischem Ol auch bei 
l£} Raumtemperatur gelagert werden konnen, 
ff} c) der Anwender die anwendungsfertigen Reaktionsgemi- 

sche vor dem Gebrauch lediglich durch die Zugabe des 

Ursprungvolumena H-0 rekonstruiert und die gewunschte(n) 
1U enzymatische(n) Reaktion(en) durch die Zufuhrung des oder 
Q der anwenderspezifischen Schlusselkomponenten startet. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



£)E 195 03 685 Al 

Beschreibung 

Geeenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung komplexer multienzymatischer lagerstabiter 
ReaktloSseemische aus nativen und gegebenenfalls artifiziellen cnzymatisch aktiven Proteingemischen, die 
^H^SkoXl^ «W und Ihne Aktivitatsverlust bei 4- - UTC oder gegebenenfa k be, Raumtern- 
peratur gelagert werden k6nnen, sowie die Verwendung dieser Reaktionsgemische fur d.e Synthese, Modmzie- 
mne oder Analyse von Polypeptiden und Nukleinsauren. „u—x>-~ir 

Die Verwendung von Zellextrakten und Enzymgemischen zur Untersuchung komplexer biochenuscher Reak- 
tionsablaufe spielt eine zentrale Rolle in der Molekularbiologie, Biochemie und molekularen Ja^jj; 

Die zellfreie Proteinbiosynthese mit HUfe von Lysaten aus Weizenkeimen, K a™^ h "-R«.kulo^e^ 
Escherichia coli-Zellen ist eine SchlQsselmethode bei der Erforschung von grundlegenden Mechanismen der 
i^Ee^aZg und posttranslationalen Reifung von Proteinen und Polypeptide!, ProWeme des i«rwdhdfr 
™ Targeting* und der Reifung von Proteinen und anderen BiomolekUlen werden mU H.lfe von M.krosomen 
(ER-haltige Zellfraktion), isolierten Mitochondrien, Chloroplasten oder Zellkemextrakten untersucht 
{ NebenAnwendungen aus der Grundlagenforschung gewinnen mu ^^ a " sche /^^^^ 
teinbiosynthese zunehmend Bedeutung fOr die L6sung praparaUv-synthetischer bzw. diagnosttscher , Z el stell lun- 
gen (21 -22). Die in-vitro Translation in, semipraparativen MaBstab ist em vielversprechendes Werkzeug fQr die 
Synthese von Proteinteilstiicken zur Kartierung von Epitopen, katalytischer, Zentren oder artrfizieUen An igen- 
deTerminanten. Auch bei den molekularbiologischen Methoden, wie der RNS-Synthese in-vitro (7) der Polyme- 
f2ekT«en^eaktion(PCR)(2;^ 

zymatischer Reaktionssysteme ab. Die Leistungsfaltigkeit und Synthesegenauigke.t von DNA^RNS-Polyme- 
rasen kann durch die Kombination mit anderen Enzymen und Cofaktoren wie uiorgaiusche ^P^sjtotaje, 
DNS-Bindungsproteine, RNase-Inhibitoren oder Exonukleasen gesteigert werden. Anspmchsyolle Anwendun- 
gen wie die AmpUfikation von langen DNA-Fragmenten (> 10 kb) nut hoher Synthesegenau.gke.t (LA-PCR), 
f usgThend von genomischer DNA, werden erst durch die Kombination von mehreren DNS- Polymer asen mit 

multienzymatischen Reaktionssystemen sind hd.jnj. 
Forschung und der Diagnostik noch enge Grenzen gesetzt. well nach dem gegenwSrtigen Stand der Jecjn* 
Probleme der Stability der einfachen Handhabung und damit der Reproduzierbarkeit nur unzureichend geldst 
D™ emschSdende Nachteil von komplexen multienzymatischen Reaktionssys te men g^^^ m 
gemischen mit Einzelenzymen besteht in ihrer komplizierten technischen Handhabung. D,e ^°™P ,ett f n Jl e ^ 
Swmische mit alien Enzymen, Substraten und Cofaktoren sind als waBrige Ldsung weder be. Raumtempera- 
ur^och bei - ?0°C rtaMLEin Problem, das die Stabilitat von multienzymatischen Reaktionsgem.schen beein- 
SchSt, ergib sich aus der Tatsache. daB die optimalen Reaktionsbedingungen (pH-Wer^ Ionenstarke, Art der 
SaTze KorSnLion des StabiUsierungsmittels) fur die Biosynthese ^ von denen abw e^en, <he fur die 
dauerhafte Konservierung der Enzymkomponenten und Cofaktoren optimal sind (10; 12; 
die einzelnen Proteinkomponenten von Zellextrakten oder Enzymgemischen je nachdem ofa ' f" 1 . 0 ^; 5 ^ 
Enzyme, fibrillare Strukturproteine, membranassoziierte Enzymkomplexe oder Nukleoproteide handelt, unter 
schiedliche Anf orderungen an die Lagerbedingungen in Using. Herlrimml.cherweise werden deshalb komrner- 
zielle Reaktionssysteme fur die in-vitro Transkription, Translat.on. PCR oder DNS-Sequenzierung in Form von 
Kits angeboten, in denen die Komponenten einzeln bereitgestellt werden. Im ungunstigsten Falle, _ wie das 
folgendi Beispiel mit einem Reaktionsgemisch fQr die in-vitro Translation zeigt, mQssen die versctaedenen 
Komponenten eines Kits nach Erhalt getrennt unter unterschiedlichen Bedingungen gelagert werdea Dem 
Anwender obliegt die Aufgabe, fur jede Versuchsprobe den Reaktionsansatz aus emer VielzaU von Jinzelkom- 
ponenten zusammenzumischen. Dieser Vorgang ist nur schwer automatisierbar. Mit der Anzahl der JPr oben 
Jotenziert sich der Zeitaufwand und die Wahrscheinlichkeit von Fehlern. und dadurch wird die Reproduz erbar- 
keit beeintrachtigt Oft nimmt die Vorbereitung der Reaktionsgemische mehr Zeit m Anspruch als die eigentu- 
che VersuchsdurchfQhrung. , . . . . 

Beispielhaft laBt sich diese Problematik anhand der Zusammensetzung der Reaktionsgemische fQr die in-vitro 
Translation mit Hilfe zellfreier Extrakte darstellen: 
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AusgarigsRomponenten 


Konz*- 


Lagertemperatur 




r aKior 




1. Master-mix (HEPES-KOH, ATP. GTP. Ull, 


1Z.J A 




Spermidin, Kreatinphosphat) 






2. Aminosauremix (19 L-Anunosauren, 2.5 mM ) 


50 X 


4 L 


1 Wefe-tRNS (125 me/mll 


25 X 


-70°C-85°C 


4. RNAse-Inhibitor 




-20°C 


5. ZeUextrakt (zellfreies Lysat, DTT, K-azetat, Mg- 


3X 


-85°C 


azetat, Krcatinphosphokinase, HEPES-KOH) 







Aufgrund der verschiedenen Temperaturanforderungen von -85°C, -20°C und 4°C ist der technische 
Aufwand fur die Lagerung und den Transport der Ausgangskomponenten des Translationsgemisches hoch. Die 
Komponenten 1 und 4 sind selbst bei konstant -20°C nur wenige Monate stabil und mtissen dann durch frische 
Losungen ersetzt werden. Die Versendung von Zellextrakten und den anderen Reaktionskomponenten in 
loslicher Form muB in Trockeneis erfolgen, um ein Auftauen der Probe zu verraeiden. Auch die Lagerung ist 
insofern nicht unproblematisch, als daB man teure Tiefgefriertruhen, die flblichenveise mit flQssigem Stickstoff 
betrieben werden, mit technisch aufwendigen Absicherungen und Alarmanlagen benotigt 

Der empfindlichste und zugleich wichtigste Teil von Reaktionsgemischen fQr die in-vitro Translation sind die 
Zellextrakte, weil sie alle enzymatischen Komponenten fQr die ribosomale Proteinbiosynthese enthalten. Der 
komplexe biochemische Reaktionsablauf der mRNS-gesteuerten Polypeptidsynthese erfordert die [cooperative 
Interaktion einer Vielzahl von Enzyraen, Enzyrakomplexen und Strukturproteinen mit unterschiedlicher Struk- 
tur und Stabilitat Anders als in Zellen, wo die Proteine des ribsomalen Translationsapparates makromolekulare 
Komplexe Widen, die durch Interaktionen mit den filamentSsen Komponenten des Zytoskeletts stabihsiert 
werden, enthalten die zellfreien translationsaktiven Extrakte kein intaktes Zytoskelett mehr. Frei in LGsung 
kdnnen die makromolekularen Enzymkomplexe sehr leicht dissoziieren und verlieren damit ihre Reaktionsfallig- 
keit Die einzig zuveriassige Methode fur die Konservierung von loslichen Zellextrakten nach dem gegenwarti- 
gen Stand der Technik ist die Lagerung im tiefgefrorenen Zustand bei -80° -85°C Trotzdem ist damit eine 
Reihe von Problemen verbunden. Beim Einfrieren verlieren die Zellextrakte aus Weizenkeimen, Retikulozyten, 
oder E. coIi-Zeilen einen Teil ihrer enzymatischen Aktivitat, da durch die Bildung von Wasserkristallen viele 
Proteine irreversibel geschadigt werden (12). Mehrf aches Einfrieren und Auftauen der zellfreien Extrakte fur 
auf einanderfolgende Anwendungen fQhrt bei Praparaten aus E coli und Kaninchen-Retikulozyten zum vollstan- 
digen Verlust ihrer Aktivitat, wahrend sich nach eigenen Untersuchungen die Translationsaktivitat von Weizen- 
keimextrakten um 30—50% nach jedem Einfrieren und Auftauen reduziert 

Die Instabilitat von zellfreien Extrakten gegenQber wiederholtem Einfrieren und Auftauen zwingt den An- 
wender zu einem unwirtschaftlichen Verbrauch dieser teuren Reaktionskomponente. FQr reproduzierbare 
Versuchsergebnisse darf jede Charge des translationsaktiven Zellextraktes nur einmal aufgetaut werden. Die 
Aktivitatsverluste bei der Lagerung im tiefgefrorenen Zustand sind hoher, wenn man anstatt des hochkonzen- 
trierten Zellextraktes das komplette anwendungsfertige Translationsgemisch einfriert Bereits nach einmaligem 
Einfrieren und einer Woche Lagerung verliert ein komplettes Reaktionsgemisch etwa 60% der enzymatischen 
Aktivitat, gemessen an der Endausbeute des Translationsproduktes, im Vergleich zu einem Reaktionsgemisch, 
das frisch aus den Einzelkomponenten zusammengestellt wurde. Offenbar spielt die Proteinkonzentration, die un 
unverdunnten ZeUextrakt 3— 4 mal haher ist als im fertigen Translationsgemisch, die entscheidende Rolle fQr die 
Stabilitat der multienzymatischen Komponenten wahrend des Einfrierens und im tiefgefrorenen Zustand. 

Ahnlich verhait sich die Stabilitatsproblematik bei anderen Reaktionsgemischen fur die Synthese und Modifi- 
zierung von Nukleinsauren. Selbst einmaliges Einfrieren in waBriger LSsung deaktiviert RNS- und DNS-Poly- 
merasen vollstandig, so daB sie nur unter Zuhilf enahme von Kryoprotektoren als Einzelenzymlosungen stabil bei 
-20°C gelagert werden konnen. Oblicherweise verwendet man Glyzerin in einer Konzentration von mmde- 
stens 50% als Hilfsstoff, der die Bildung von schadlichen WasserkristaUen unterbindet. Aufgrund der notwendi- 
gen hohen Konzentration von Glyzerin, oder gegebenenfaUs anderer Hilfsstoffe wie Dimethyisulfoxid, Polyethy- 
lenglycol oder Rinderserumalbumin, konnen Kryoprotektoren nicht fur die Tiefkuhllagerung von kompletten 
Reaktionsgemischen eingesetzt werden (12; 6> Die Viskoshat der resultierenden Losungen beeintrachtigt die 
Reaktionsfahigkeit der enzymatischen Komponenten und ist ein Problem fur nachfolgende Analysen des Reak- 
tionsgemisches. Bei Konzentrationen < 50% sinkt auch die Lagerstabilitit der Enzyme bei - 20° C 

Oberraschenderweise hat sich seit dem Erscheinen der ersten Veroffentlichungen Qber die zeUfreie Protein- 
biosynthese und posttranslationale Modifikarion mitte der 70-iger Jahre wenig an der Technologie zur Herstel- 
lung und Konservierung von enzymatisch aktiven Zellextrakten geandert PrinzipieU bietet sich zu dem bereits 
beschriebenden Stand der Technik die Alternative der Lagerstabilmachung durch Gefnertrocknung an. Diese 
Methode wird vor allem zur Stabilisierung von Uposomen und Membranfraktionen (6), Einzelenzympraparaten 
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(1; 4; 8) oder von Reaktionsgemischen ohne Enzymkomponente (16) ^^7"^*^^^^^ 
andere Polyole in Kombination mit bivalenten Metallionen oder Tens.den (13; 14; 15) d.e Denattmereng der 
Enzyme bzw. der Membranstrukturen durch den Wasserverlust yerhmden, ^ Als besonders rffctavw Stttoto- 
sierung von Biomaterialien wahrend der Gefriertrocknung hat s.ch der naturbche Zuckei Trehalose e™esen 
(19; 9; 10). Dieser Zucker wird von einigen Organismen, den sogenannten Cryptob.onten, be. ««»^* e °- 
heii in den Zellen angereichert, und sichert so die Oberlebensfahigkeit d.eser Organismen be. totalem Wasser- 

Ve £der'v 3 o ) rHegenden Erfindung zugrundeliegenden technischen Probleme smd die Bereitstellung eines Her- 
steUungsverfS das die Nachfeile des Standes der Technik bezuglich der stabilen ^W^^-JSf 
sowie der anwendungsfertigen Aufbereitung von mukienzymauschen Reakuonsge ^^^^ J*^ 
rung komplexer biochemischer bzw. molekularbiologischer ReakUonen verme.det Insbesondere soil das , Ver 
SKSSe Tiefktihlung der zu lagernden und zu transportierenden Prober. verz.chten k6nnen, sow.e durch 
die BereUstellung kompletter, d. h. bereits mit alien notwendigen Reakt.onskomponenten versehenen Reak- 
3SS2£^%ifa«idlen Zeitaufwand fur den Anwender erheblich reduz,eren und die **£*m£ 
barkdt erh&hen. Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gel&st durch ein Verfahren nut den Merkmaten des 
Anspruchs 1 und 12. Die UnteransprOche betreffen spezielle Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen Ver- 

fa Die n vorliegende Erfindung unterscheidet sich vom Stand der Technik zur Verwendung vpn Trehalose als 
Stabilisator zum ersten dadurch, daB komplette und multienzymat.sche Reaktt ™f™ s ^^ 
komponenten und nicht Einzelenzyme bzw. Reaktionsteilgenusche ° hne n e ^ a0sch ^° m P° n ^«£jSS 
bil und anwendungsfertig hergestellt werden k6nnen.Zwe.tens wurden Bedingungen ^^^™ t «^~™ 
Trehalose ohne weitere Hilfsstoffe ausreichende LagerstabUitit gewahrle.stet und zusltzl.ch d.e Reakt.onsf8- 
higkeitdesmultienzymadschenReaktionsgeraischesnachRekonstituierungerhaht u rntt . in u in 
DaVerf.ndungsgemaBe Verfahren betrifft multienzymatische Reaktionsgermsche fur die zellfre.e Proteuib.o- 
symhese Hn-vitfo Translation). Unter verschiedenen Bedingungen wurden 50 jd-Translattonsgem^c^e vakuum- 
gSrocknet und in Wasser rekonstituiert Die Reaktionsfahigkeit der so behande ten Reakt.onsgem.sche wur^e 
fnhand der Translation von synthetischer Obelin-mRNA nachgewiesen. Obelm ^ ^""3°^ ™! 
einem Molekulargewicht von 20 kDa. Der Nachweis des Translationsproduktes erfolgte sowohl quant.tatrv fiber 
d^essuTder^-fallbaren radioaktiv markierten Proteine aus 5ul des Ti^'^^T^hoSt^ 
qualitativ Uber die elektrophoretische Analyse im SDS-PAG mit anschl.eBender 

den Inkubation bei 25°G Es zeigte sich, daB die Proteinkomponenten des translat.onsakt.ven ZeUextraktes 
tS^Sr^SSiv^S. voUstandig denaturieren. unabhangig davo* ob s.e vorher t»efgefroren 
wurden Oder nidn! Die Proteine 16sten sich nicht mchr aus dem lyophUisierten Rflckstand m Wasser auf und 
v?rbl?eben als trfber Niederschlag im Reaktionsgemisch. Ein radioaktiv markiertes Jranslat.onsprodukt (Obt- 
Hn)^ieB rich ric^ nachweisen (Abb. 1/A, Spur 4 und A obwohl die TCA-fallbare ^mum*^ Jog™ 
nachgewiesen werden konnten (Abb. 1/B). Dieser Effekt beruhte auf der unspezifischen B.ldung des zur rad.oak 
tiven Markierung verwendeten p 5 S]L-Methionin an die denatunerten Proteine. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB bereits geringe Trehalosekonzentrat.onen (2 ^JJohw 
weitere Zusatzstoffe im Translationsgemisch ausreichen, d.e empfindl.chen enzymatischer i Komponen en des 
zellfreienWeizenkeimextrakteszumindestteilweisevor der Denaturierung wahrend ^^umttockraa«und 
Rekonstituierung zu schOtzen (Abb. 1/A & 1/B). Der beste Effekt konnte nut emer Trehalo j iee " dk ° Me ^^ 
von 10% erzielt werden. Etwa 84% der ursprunglichen Translationsaktmtat, gemessen an der Synthesea^beu- 
te, konnten im Vergleich zur K-ontrollreaktion mit einem frisch angesetzten Reakt.onsgem.sch ohne Trehalose 
nach Lyophilisation und Rekonstituierung erhalten werden. Interessanterwe.ser ergab s.ch ™ 
Experimenten, daB der Stabilisierungsef fekt der Trehalose nicht proportional mit der Konzentration im Transla- 

"TSX^urunTlOO ul-Reaktionsgemischen mit 10% Trehalose, die entweder lyophilisiert oder einfach 
vakuumkeu-ocknet wurde£ wurde die Kinetik der Obelintranslation nach der Rekonstituierung in Wasser 
taSSdrt *r Synmesekinetik in der Kontrollreaktion y»^J^ Mn f n ^J'^£^ 
ein frisch angesetztes Translationsgemisch ohne Trehalose mit gleichem ReakUonsvolumen. Zur Bestimmung 
Z TSSSSSSSk von Obeli/wurden in bestimmten Zeitabstanden 3 ^^^J^lxSS^ 
entnoramen und darin die TCA-fallbare radioaktiv markierte Proteinfraktion quant.fiz.ert (ui cpm). Es ze gte 
siTdTbei den 25 al-Rcaktionsansatzen die Kinetiken der Obelinsynthese fa den unterscruedlich behandeUen 

Translationsgemischen nicht signifikant voneinander bzw. von der Kinetik .der ^ Kontrollreaktion abwichen 
(Abb 2) Da! hTBt mit anderefT Worten, daB 25 ul-Transladonsgemische ohne Verlust ihrer ursprunghchen 
( R?aktionsfSgkeU durch Vakuumtrocknung gemacht bzw rekonstituiert werden kSnnen, wobe. es 

keine Rolle spielt ob sie vorher in einem Alkohol/Trockeneisbad schockgefroren Lagersta- 

Im Gegensatz dazu beeinfluBten bei 50 ul- und 100 ^.Translat.onsgenuschen d,e Beduigungen der Lagersta 
bilmachungdie Effektivitat der KowervieningderTranslat.onsaktmtat(Abb : 3/A&3^ Qvntheseausbeute 

Die Unterschiede sind sowohl im Verlauf der Kinetiken als auch in der Diff erenz der der S^theseausbeute 
des^racUoaktiv markierten Translationsproduktes nach 2 Stunden Inkubation zu erkennen. Be. der Lagerstabd- 
machung deV 50^1- Reaktionsgemische durch einfache Vakuumtrocknung (2^ Stunden) pngen etwa^ 40% ^der 
uS DrtnlliXrTranslatioiisaktivitat im Vergleich zur Kontrollreaktion verloren. Eu. Emfneren der Proben be. 

50-C vor der Vakuumtrocknung (LyophHisation) vermindert drastisch den Akthntttsveriust der 50 ^Transla- 
rio4em°schrwar^en^^^^^^ Troctoungsprozesses. Die Translationsaktivitat der rekonstituierter 
Skte^b^Ltrtst nahezu lit im Vergleich zur Kontrollreaktion » ~ TranslaUonsge- 
misch ohne Trehalose. Ahnlich verhalt es sich mit den 100 uJ-Translat.onsgem.schen (Abb. 3/B). 

twLchenderweise stimulierte die Trehalose in der gleichen Konzentration, die auch die beste Konservie 
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rung der Reaktionsfahigkeit wahrend der Lagcrstabilmachung und Rekonstituierung gewahrleistet, die in- -vitro 
Translation in unbehandelten frisch an gesetzten 50 nl- und 100 nl- Reaktionsgemischen (Abb. 3/A& 3/B) l Die 
Syntheseausbeuten lagen etwa urn 10-20% hoher als in den entsprechenden Kontrollreaktionen ohne Trehalo- 
se Ein positiver Effekt von Trehalose auf die ribosomale Proteinbiosynthese war btsher unbekannt Fur das 
erfindungsgemaDe Verf ahren ist die Erhohung der Translationsaktivitat von zellfreien Extrakten durch Trehalo- 
se besonders relevant, da dadurch der Aktivitatsveriust von 10-20% (vergleiche die entsprechenden Kineuken 
in Abb. 3/A & 3/B), der auch bei Lyophiiisation der Translationsgemische eintritt, wieder ausgeglichen wird So 
zeigen die rekonstituierten lagerstabilen Reaktionsgeraische die gleiche Translationsaktivitat wie die nach dem 
Stand der Technik aus Einzelkomponenten frisch zusammengestellten Translationsgemische ohne Trehalose. 

Ein entscheidender Vorteil des erfindungsgem&Ben Verfahrens ist die Lagerstabilitat der lyophilisierten 
anwendungsfertigen Reaktionsgemische. Es wurden raehrere komplette 100^1-Translationsgemische unter Zu- 
gabe von 10% Trehalose lyophilisiert, dann luftdicht verschlossen und 1 bzw. 2 Wochen bei 4°-8°C im 
normalen Kiihlschrank, bzw. bei Rauratemperatur (25° C) aufbewahrt Danach wurden die lyophilisierten Reak- 
tionsgeraische wieder in Wasser rekonstituiert, die Kinetik der Obelintranslation bestimmt und mit Translations- 
kinetik in einem frischen Reaktionsgemisch verglichen (Abb. 4). Die Ergebnisse demonstrieren, daB die Transla- 
tionsaktivitat der lagerstabil gemachten Reaktionsgemische nicht durch die Lagerung bei 4-8°C beeintrachtigt 
werdea Die Lagerung der lyophilisierten Translationsgemische bei RTfQhrte ailerdings zu einem starken Abfall 
der Reaktionsfahigkeit Die Ursache daftir besteht darin, daB die hygroskopischen Azetat-Salze aus dem Trans- 
lationspuffer nicht in die amorphe Glasmasse der Trehalose eingeschlossen werden, sondern sich als flockiger 
RUckstand darfiber ablagern. Dieser Rtickstand zieht das Wasser aus der darfiber liegenden Luftsaule an, so daB 
das getrocknete Translationsgemisch durchfeuchtet wird Ein zu hoher WassergehaJt und eine Lagertemperatur 
> 10°C setzt enzymatische Abbauprozesse in Gang, die instabile Substrate wie ATP und GTP und auch 
empfindliche enzymatische Komponenten deaktivieren. Dadurch verloren die getrockneten Translationsgemi- 
sche bereits nach einer Woche Lagerzeit bei Raumtemperatur bis zu 70% ihrer Ausgangsaktivitat Dieser 
Aktivitatsveriust konnte nicht durch Zugabe von frischem ATP und GTP bei der Rekonstitution des Transla- 
tionsgemisches ausgeglichen werdea ErfindungsgemaB kann dieses Problem geldst werden, indem die lyophili- 
sierten Reaktionsgemische mit einem inerten Gas Qberschichtet werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermSglicht so die anwendungsfertige Aufbereitung von nativen und artifi- 
ziellen enzymatisch aktiven Proteingemischen mit Reaktionspuffern, Cofaktoren und Substraten in dem: 

— den Reaktionsgemischen in waBriger Ldsung ein Stabilisierungsmittel, welches einerseits die Reaktions- 
fahigkeit des multienzymatischen Systems erh6ht bzw. nicht beeintrachtigt und andererseits die instabilen 
Reaktionskomponenten vor dem Veriust ihrer biologischen Aktivit&t bzw. ihrer biologischen Struktur 
wahrend der Lagers tabilmachungung Lagerung schQtzt, 

— ggf. nach Einfrieren 

— diese vakuumgetrocknet werden, 

— ggf. eine Oberschichtung mit inertem Gas oder mineralischem Ol erfolgt 

Die so erhaltenen lagerstabilen Reaktionsgemische werden erfindungsgemaB nach Rekonstituierung in Was- 
ser durch ZufOhrung von anwenderspezifischen Schltlsselkomponenten je nach gewtaschter enzymatischer 
Reaktion fQr die Synthese, Modifizierung oder Analyse von Polypeptiden oder ggf. Nukleinsauren eingesetzt 

Die erfindungsgemaB hergestellten komplexen multienzymatischen Reaktionsgemische haben den Vorteil, 
daB sie bei 0— 10°C oder ggf. nach Oberschichtung mit einem inerten Gas bei Umgebungstemperatur 
(20— 30° Q stabil gelagert und transportiert werden kdnnen. Dadurch entfallt der technisch und finanziell hohe 
Aufwand fOr die Anschaffung und Unterhaltung einer Tiefktthlausriistung, wie sie nach dem herkdmmlichen 
Stand der Technik notwendig ist Ihr zweiter entscheidender Vorteil besteht darin, daB sie anwendungsf ertig nut 
alien notwendigen Reaktionskomponenten aufbereitet sind, so daB der Anwender die gewiinschte Reaktion nur 
durch die Zugabe einer, maximal von zwei, SchlQsselkomponenten starten kann. Das ermSglicht die Umgehung 
der Nachteile des Standes der Technik bezuglich: 

— der simultane Durchf Cihrung einer groBen Zahl von Parallelversuchen, 

— einer hohen Reproduzierbarkeit der enzymatischen Reaktionen, 

— eines minimalen Zeitaufwand zur Versuchsvorbereitung, 

— der Vermeidung von Fehlern bei Komposition von Reaktionsgemischen aus vielen Komponenten, 

— der Automatisierung komplexer biochemischer multienzymatischer Reaktionsabiaufe, 

Die Erfindung soil nachstehend an einem Beispiel naher erlautert werden. 

AusfOhrungsbeispiel 

1. Herstellung eines translationsaktiven Reaktionsgemisches auf der Basis eines Weizenkeimlysats unter 

Verwendung des Stabilisierungsraittels Trehalose 

1.1 Herstellung eines anwendungsfertigen lagerstabilen Translationsgemisches aus Einzelkomponenten 

Auf einem Eisbad bei 0° -4°C wird das anwendungsfertige Translationsgemisch in einem 13 ml Eppendorf- 
ReaktionsgefaB aus folgenden Einzelkomponenten zusammenpipettiert: 
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a) 4 nl Mastermix, bestehend aus 312 mM HEPES-KOH pH 7.6, \23 mM ATP, 1.25 raM GTP, 100 mM 
Kreatinphosphat,3.12mMund25mMDTT; ... - „ i M^thinnin 

b) 2 nl Aminosauremix, bestehend aus 25 mM von 19 natiirl.chen L-Aminosauren ohne L'Methon.n 
(Alternativ dazu kann auch L-Leucin oder L-Lysin fehlen, je nachdem welche der Ammosauren zur Markie- 
nine des Translationsproduktes eingesetzt wird); nz. -r,^oi^c». 

c) 16 1\ Translationspuffer, bestehend aus 120 mM K-azetat, 5 mM Mg-azetat und 30 Gew.-% Trehalose; 

d) 3 ul RNase-freies Wasser (Millipore-18 MCI); 

e) 2 u.1 Kreatinphosphokinase-Ldsung (1.125 mg/ml); 

f) 2 p.1 Hefe-tRNS (125 mg/ml); 

g) 2 ul RNSse-Inhibitor (40-200 U); . . . . ^ 
h 16 ul Weizenkeimextrakt, bestehend aus Weizenkeimlysat mit emer Konzentration von 90 A 280 /ml, 40 
mM HEPES-KOH pH 7.6, 120 mM K-azetat, 5 mM Mg-azetat und 6 mM DTT. 

Das Endvolumen des fertigen Translationsgemisches betragt 50 ul Fur die Herstell ung von 25 bzw j lOOul 
Translationsgemischen mQssen die Volumina der Ausgangskomponenten proportional verkleinert oder vergro- 
Bert werden. 

1.2 Lagerstabilmachung der Translationsgemische 

Die Komponenten der Translationsgemische werden vorsichtig im Reaktionsgefafi ' durchrmscht ."^ durch 
eine Impulszentrifugation am Boden des GefaBes gesammelt Unmittelbar danach werden die ReaktionsgefaBe 
2 ^deTSfationfgemischen bei ge6ffnetem Deckel in einem AlkohoinYockene.sbad (-50»Q schockgefro- 
™a Nach einer weiteren Minute werden die ReaktionsgefaBe in eine Zentnfuge ^^g^S^^, 
pumpe und KQhlf alle (SpeedVac oder vergleichbare Gerate) Qbertragen und bei konstant 30 ^ vakuumgeftrock 
net Translationsgemische mit einem Endvolumen £ 30 ul werden ohne vorhenges Sch°ckfneren yakuumge- 
frocknet Die Zentrifugation wihrend der Vakuumtrocknung sorgt dafur, daB sich cue enzymat,sch«n und 
nichtenzymatischen Komponenten des Translationsgemisches am Boden des ReaktionsgefaBes sammeln und 
tronfenf8rmiE in die glasartige Masse der Trehalose versintert werden. . 

Nach 3 S?unden wird der TrocknungsprozeB beendet, indem man die Vakuumzentn uge vorsichtig 
belQftet Der LufteinlaB an der Zentnfuge ist mit einem Sterilfilter zu versehen, urn die Kontamination der 
g e roctoeten Reaktionsgemische mit mikrobiellen Keimen zu verhinden, Die ^Reaktionsge faBe mit den etnge- 
5-ockneten Translationsgemischen werden unter sterilen Bedingungen aus der Zentnfuge entfemt und unmittel- 

X^zS5d£^ getrockneten Translationsgemische bei J-C-WC ******** o2? 
geUgert werden. Zur Lagerung bei Temperaturen zwischen 20° -30°C werden die getrockneten Reaktionsge- 
mlscfe mSc£toff oder einem anderem inertem Gas, unmittelbar nachdem die noch offenen ReaktionsgefaBe 
aus der Vakuumzentrif uge entnommen wurden, Qberschichtet 

13 Rekonstituierung der vakuumgetrockneten Translationsgemische und Durchftthrung der in-vitro Translation 

Vor der Durchftthrung der in-vitro Translation werden die vakuumgetrockneten Reaktionsgemische nut 
Wasser in Losung gebracht Zunachst werden die vakuumgetrockneten Translationsgemische auf Ei is gestellt In 
Abhingigkeit vom jeweiligen Reaktionsendvolumen werden genau defuuerte Vo umen Wasser auf die 
getrockneten ROckstande pipettiert FQr einen 50 ul-Translationsansatz entspncht das einem Volumen ™n 32 ul, 
fQr 25 ul- und 100 ul-Translationsansatze entsprechend 16 ul und 64 uL Durch vorsichtiges »J^ A ™fw 
glasarUge Trehalosetropfen mit den Reaktionskomponenten vollsttndig aufgelost Wahrend ^ Aufktoung 
follten die Translationsgemische von Zeit zu Zeit immer wieder auf E,s geste * werden ^ ™ k ™/^£j£ 
Insgesamt nimmt die Oberfuhrung der lagerstabilen Translationsgemische m Losung nicht mehr als 5 Minuten 

"Die Translationsreaktion wird durch die Zugabe von 4 ul (1 ug/ul) mRNS-LSsung.^ b^- f^P^nd 2 oder 
8 ul mRNS-L6sung fur die Reaktionsvolumina 25 und 100 ul, und 1 ul bzw. Oj oder 2 ul P^-Mf*^", 1 ^ 
cKnmol gestartelDie angegebenen Mengen der mRNS beziehen sichauf das im Fa « be,s P^^ s n la ^ ft e 
Lumineszensenzym ObelinTFflr andere Proteine muB die optimale mRNS-Menge jeweds empmsch m Titra- 
SSuchSS 

das Volumen der zugegebenen RNS-L6sung konstant bleiben muB Nach der Zugabe der mRNS und der 

radioaktiv-markierten Aminosiure werden die Translationsgemische kure^ 

trifugation am Boden des GefaBes gesammelt, und dann bei 25»C in emem Themostat mkub iert. 

60,90, 120 und 180 Minuten werden jeweils2 ul-Proben den Reaktionsgeiiuschen 

aus Whatman 3 MM-Chromatographiepapier aufgetropft u «d ^ der Luft getroctaet Dct 

radioaktiv markierten Translationsproduktes Obelin erfolgt auf h £ kom ^ ,c ^^ I eisTeSSr 

iurefallung der Proben auf dem Fdterpapier und anschlieBender Waschung der gefallten Proben in e"«ekamter 

5% TricwSressigsIure und Aceton. Zur Bestimmung der saurefaUbaren Radioaktmt&t (in cpm) als MaB^r die 

Menge des s^thetisierten Translationsproduktes werden dann die Filterscheiben mit den b^Jelten ^ 

in 3 ml einesentsprechenden ScintiUationsgemisches getaucht und atrf einem 

ter vermessea Die Entnahme von Proben aus dem Translationsgemisch zu verschiedenen^ ^g^JP™g. 
icht die Bestimmung der Kinetik des Translationsprozesses Alternate dazu _ kann ^^der N ^ h J^ f T ^ t 
tionsproduktes auch qualitativ durchgefuhrt werden, indem die Proben auf einero ^12% SDS -PAG "ggJ^J 
und das markierte Translationsprodukt anschlieBend durch direkte Radioautographie mit emem Rdntgenfilm 
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nachgewiesen wird . ^ _ _ . 

Translationsgemische ohne Trehalose fur die Kontrollreaktion zum Nachweis des Einflusses des Stabihsie- 
rungsmittels auf die Translationsaktivitat und Lagerstabilitat der Translationsgemische werden entsprechend 
dem obigen Schema angesetzt, allerdings unter Verwendung eines Translationspuffers (Komponente c) ohne 
Trehalose. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung komplexer multienzymatischer lagerstabiler Reaktionsgemische, dadurch 
gekennzeichnet, daB native oder artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische mit Reaktionskomponen- 55 
ten und einem Stabilisierungsmittel, welches einerseits die Reaktionsfahigkeit des multienzymatischen 
Systems nicht beeintrachtigt und gegebenenfalls erh6ht und welches andererseits die instabilen Reaktions- 
komponenten vor dem Verlust ihrer biologischen AktivitSt bzw. ihrer bioiogisch aktiven Struktur wahrend 
der Lagerstabilmachung und Lagerung schUtzt, in waBriger Losung kombiniert werden, gegebenenfalls 
eingefroren, durch Vakuumtrocknung und anschlieBend gegebenenfalls Oberschichtung mit einem inertem 60 
Gas oder mineralischem Ol in einen bei 0° - 10°C bzw. 20° -30°C lagerstabilen Zustand Qberfuhrt werden, 
wobei die Menge des Stabilisierungsmittels zur Erhdhung der Reaktionsfahigkeit des multienzymatischen 
Reaktionsgemisches Squivalent zu der Menge ist, die fur die Lagerstabilmachung des komplexen multienzy- 
matischen Reaktionsgemisches benotigt wird . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als native enzymatisch aktive Proteinge- 65 
mische Zellextrakte oder Fraktionen aus diesen einsetzt 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als artifizielle enzymatisch aktive Protein- 
gemische ein Mischung aus vorgereinigten Einzelenzymen, Cofaktoren und gegebenenfalls Strukturprotei- 
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4. e vS?ahSn nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als Reaktionskomponenten enzymatischc 
und nichtenzymatische Cofaktoren, Enzymsubstrate, Nukleotide und Nukleoside oder deren Oligomere, 
Proteine, Peptide, Thiolverbindungen, RNS, DNS und gegebenenfaUs Derivate jeder der obigen Substan- 

5 zen einzeln oder in Kombination einsetzt . . . . 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das StabiUsierungsmittel ein chemisch merter 
Zucker oder gegebenenfaUs ein Zuckergemisch ist, der oder das im getrockneten Zustand eine amorpne 
Glasmasse mit einem Restwassergehalt von nicht raehr als 02 g H 2 0/g Trockenraasse bildet 

6. Verfahren nach Anspruch 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration des Stabilisierungs- 
10 mittels in dem anwendungsfertigen Reaktionsgemisch in waBriger Losung nicht weniger ais 5 Gew.-<H> und 

nicht mehr als 10 Gew.-% betrigt . 

7 Verfahren nach Anspruch 1, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB das StabiUsierungsmittel Trehalose ist 

8 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Vakuumtrocknung in einer handelsGblichen 
Vakuumzentrifuge (z. B. SpeedVac) bei 30° C bis zu einem Restwassergehalt von 02 g H 2 0/g, mindestens 

15 aber 2J5 Stunden, durchgefuhrt wird. , . . 

9 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Reaktionsgemische mit emera Volumen £ 
30\i\ vor der Vakuumtrocknung bei -50°C in einem Alkohol/Trockeneisbad oder gegebenenfaUs in 
flOssigemStickstoffbei -80°Ceingefrorenwerden. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 und 8 ( dadurch gekennzeichnet, daB Reaktionsgemische mit einem Volumen 
20 < 30 iildirektausderLSsungvakuumgetrocknetwerden. . A 

1 1. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als inerte Gase Stickstoff, Helium oder Argon 

eingesetztwerdea , . , . . 

1Z Verwendung der komplexen multienzymatischen lagers tabilen Reaktionsgemische nach Anspruch l pis 
1 1 fur die Synthese, Modif izierung oder Analyse von Polypeptiden oder Nukleinsauren nach Rekonstitution 
25 in Wasser, wobei jeweils eine oder mehrere spezifische SchlQsselkomponenten hinzugegeben werden. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die SchlQsselkomponenten radioaktiv.- 
bzw. nichtradioaktiv-markierte Aminosauren oder deren entsprechende aminoacyl-transfer RNS-Molekfl- 
le, radioaktiv- bzw. nichtradioaktiv-markierte Nukleotide oder gegebenenfaUs deren Denvate oder Oligo- 
mere, natQrliche oder artifizielle Boten-RNS, DNS verschiedenen Ursprungs oder Kombinationen aus den 

30 obigen Substanzensind. m . t . , , , 

14. Verwendung nach Anspruch 12 und 13 fUr die zellfreie ribosomale Protembiosynthese und gegebenen- 
faUs fur die posttranslationale Modifikation von Peptiden, Polypeptiden und Proteinen. 

15. Verwendung nach Anspruch 12 und 13 fur die Replikation, reverse oder nichtreverse Transknption, 
gegebenenfaUs Anreicherung oder Modifizierung von Nukleinsauren. 
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Abb 4- Lagerstabilitat von 50Ml-Transiationsgemischen in Abhangigkeit 
von der Zusarrtnensetzung, Lagerstabilmachung und Lagerbedingungen 
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54. Method of producing complex multi-enzymatic storage-stable reaction 
10 mixtures and use thereof. 

57. A method, and its application, is described for producing complex multi- 
enzymatic storage-stable reaction mixtures for the synthesis, modification or 
analysis of polypeptides and, if required, nucleic acids, which is characterised in 
15 that 

a) native or artificial enzymatically active protein mixtures are prepared with 
reaction buffers, cofactors and substrates so as to be ready to use and storage- 
stable, whereby only user-specific key components (e.g. mRNA) for initiating the 
required enzymatic reaction(s) are missing, with a stabilising agent being added 

20 to the reaction mixtures in solution which on the one hand increases the reactivity 
of the multi-enzymatic or does not impair it, and on the other hand protects the 
unstable reaction components against the loss of their biological activity or their 
biologically active structure during storage stabilisation and storage, 

b) the reaction mixtures are storage-stabilised through vacuum-drying and can 
25 then undergo long-term storage at 4°-10°C or, if necessary, at room temperature 

with the use of an inert gas or mineral oil, without loss of activity, 

c) the user simply reconstructs the ready-to-use reaction mixtures before use by 
adding the original volume of H 2 0 and starts the required enzymatic reaction(s) by 
adding the user-specific key component(s). 

30 

The following details have been taken from the documents submitted by the 

applicant. 
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Description 

The subject matter of the invention is a method of producing complex multi- 
enzymatic storage-stable reaction mixtures of native and, if necessary, artificial 
5 enzymatically active protein mixtures, which are produced to be ready to use and 
can be stored at 4°-10°C or, if necessary, at room temperature without loss of 
activity, as well as the use of these reaction mixtures for the synthesis, 
modification or analysis of polypeptides and nucleic acids. 

1 0 The use of cell extracts and enzyme mixtures for the study of complex 
biochemical reaction courses plays a central role in molecular biology, 
biochemistry and molecular diagnostics. 

Cell-free protein biosynthesis with the aid of lysates of wheatgerm, rabbit 
15 reticulocytes or Escherichia coli cells is a key method in research into the 

fundamental mechanisms of the synthesis, folding and post-translational maturing 
of proteins and polypeptides. Problems of intracellular targeting and maturing of 
proteins and other biomolecules are investigated with the aid of microsomes (cell 
fractions containing ER), isolated mitochondria, chloroplasts or nuclear extracts. 

20 

In addition to applications from basic research, multi-enzymatic cell extracts for 
protein biosynthesis are becoming increasingly important for the solution of 
preparative-synthetic and/or diagnostic objectives (21 ;22). In-vitro translation on a 
semi-preparative scale is a promising tool for the synthesis of protein fractions for 

25 charting epitopes, catalytic centres or artificial antigen determinants. In the 
molecular biological methods too, such as RNA synthesis in-vitro (7), the 
polymerase chain reaction (PCR) (;5) or DNA sequencing (20) there is a clear 
trend towards the use of multi-enzymatic reaction systems. The performance and 
synthesis accuracy of DNA & RNA polymerases can be improved through 

30 combination with other enzymes and cofactors such as inorganic 

pyrophosphatase, DNA binding proteins, RNase inhibitors or exonucleases. 
Sophisticated applications such as the amplification of long DNA fragments (> 10 
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kb) with a high synthesis accuracy (LA-PCR) starting from genomic DNA, only 
become possible through the combination of several DNA polymerases with 
various properties (2;5). 

5 There are still narrow bounds imposed on the broad application of complex multi- 
enzymatic reaction systems in applied research and diagnostics, as with the 
current state of the art problems of stability, ease of use and thus reproducibility 
are not solved in a satisfactory manner. The key disadvantage of complex multi- 
enzymatic reaction systems compared to reaction mixtures with single enzymes 
10 consists in their complex technical handling. As an aqueous solution, the 

complete reaction mixtures with all the enzymes, substrates and cofactors are not 
stable at either room temperature or at 

-20°C. One problem which negatively affects the stability of multi-enzymatic 
mixtures arises from the fact that the optimum reaction conditions (pH value, ion 

1 5 strength, type of salts, concentration of the stabilising agent) for the biosynthesis 
usually differ from those which are optimal for the long-term preservation of the 
enzyme components and cofactors (10; 12; 18). Furthermore the individual protein 
components of cell extracts or enzyme mixtures, depending on whether they are 
soluble enzymes, fibrillar structural proteins, membrane-associated enzyme 

20 complexes or nucleoproteins, make differing demands on the storage conditions 
in solution. Conventionally therefore, commercial reaction systems for the in-vitro 
transcription, translation, PGR or DNA sequencing are supplied in the form of kits 
in which the components are prepared individually. In the worst case, as shown in 
the following example with a reaction mixture for in-vitro translation, the various 

25 components of a kit have, on receipt, to be stored separately and in different 

conditions. The user has the task of mixing together the reaction preparation from 
a number of individual components for each test sample. This process can only 
be automated with difficulty. The time consumption and probability of errors 
increase exponentially with regard to the number of samples thereby impairing 

30 the reproducibility. Often the preparation of the reaction mixtures takes up more 
time than the actual experiment. 




By way of example this problem can be illustrated using the composition of the 
reaction mixtures for in-vitro translation with the aid of cell-free extracts. 
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Cone. 


Storage temp. 




factor 




1. Mastermix (HEPES-KOH, ATP, GTP, DTT, 


12.5X 


-20°C 


Spermidine, creatinine phosphate 






2. Amino acid mix (19 L-amino acids, 2.5 mM) 


50 X 


4°C 


3. Yeast tRNA (125 mg/ml) 


25 X 


-70°-85°C 


4. RNase inhibitor 




-20°C 


5. Cell extract (cell-free lysate, DTT, K-acetate, Mg 


3X 


-85°C 


acetate, creatinine phosphokinase, HEPES- KOH 







5 Because of the different temperature requirements of -85°C, -20°C and 4°C, the 
technical cost of storage and transport of the initial components of the translation 
mixture is high. Components 1 and 4 are only stable for a few months even at a 
constant -20°C and then have to be replaced with new solutions. The 
transportation of cell extracts and the other reaction components in soluble form 
10 has to take place in dry ice in order to prevent the sample from thawing out. 

Storage too is not without its problems if expensive freezers, which are usually 
operated with liquid nitrogen and have technical safeguards and alarm systems, 
are required. 

1 5 The most sensitive and at the same time most important part of reaction mixtures 
for in-vitro translation are the cell extracts as they contain all the enzymatic 
components for ribosomal protein biosynthesis. The complex course of reaction of 
mRNA-controlled polypeptide synthesis requires the co-operative interaction of a 
number of enzymes, enzyme complexes and structural proteins of different 

20 structures and stabilities. In contrast to cells where the proteins of the ribosomal 
translation apparatus form macromolecular complexes which are stabilised 
through interactions with the filament components of the cytoskeleton, cell-free 
translation-active extracts no longer contain intact cytoskeleton. Being free in 
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solution the macromolecular enzyme complexes can very easily disassociate and 
thereby lose their susceptibility to reaction. The only reliable method of preserving 
soluble cell extracts in accordance with the current state of the art is storage in a 
deep-frozen state at -80-85°C. Nevertheless a number of problems are 
associated with this. During freezing the cell extracts from wheatgerm, 
reticulocytes or E. coli cells lose part of their enzymatic activity as through the 
formation of water crystals many proteins are irreversibly damaged (12). 
Repeated freezing and thawing of the cell-free extracts for consecutive 
applications results in the complete loss of activity in preparations of E. coli and 
rabbit reticulocytes, while according to some studies the translation activity of 
wheatgerm extracts is reduced by 30-50% each time they are frozen and thawed 
out. 

The instability of cell-free extracts vis-a-vis repeated freezing and thawing out 
forces the user to use these costly reaction components uneconomically. For 
reproducible test results each batch of translation-active cell extract may only be 
thawed out once. The activity losses during storage in a deep-frozen state are 
higher if instead of the highly-concentrated cell extract the complete ready-to-use 
translation mixture is frozen. Even after being frozen once and stored for one 
week a reaction mixtures loses around 60% of its enzymatic activity measured 
against the final yield of translation product, compared with a reaction mixture 
which is freshly put together from the individual components. Evidently the protein 
concentration, which in undiluted cell extract is 3-4 times greater than in the 
finished translation mixture, plays the decisive role in the stability of the multi- 
enzymatic components during freezing and in the deep-frozen state. 

The problem of stability in the case of other reaction mixtures for the synthesis 
and modification of nucleic acts is similar. Even freezing once in aqueous solution 
deactivates RNA and DNA polymerases completely so that they can only be 
stored in a stable condition at -20°C as single-enzyme solutions with aid of 
cryoprotectors. Generally glycerine in a concentration of 50% is used as an 
auxiliary agent to prevent the formation of damaging water crystals. Because of 




the necessary high concentrations of glycerine, or possibly other auxiliary agents 
such are dimethyl-sulphoxide, polyethylene glycol or cattle serum albumin, 
cryoprotectors cannot be used for the deep-frozen storage of complete reaction 
mixtures (12;6). The viscosity of the resulting solutions impairs the reactivity of the 
5 enzymatic components and presents a problem for subsequent analysis of the 

reaction mixtures. At concentrations of <50% the storage stability of the enzymes 
at -20°C also decreases. 

Surprisingly little has changed in the technology of producing and preserving 
10 enzymatically-active cell extracts since the appearance of the first publications on 
cell-free protein biosynthesis and post-translational modification in the mid-1970s. 
In principle the alternative to the already described state of the art is storage 
stabilisation through deep-freezing. This method is mainly used for the 
stabilisation of liposomes and membrane fractions (6), single-enzyme 
1 5 preparations (1 ;4;8) or reaction mixtures without enzyme components (1 6), 

whereby special sugars or other polyols in combination with bivalent metal ions or 
tensides (13;14;15) prevent the denaturation of the enzymes or membrane 
structures through the loss of water. The natural sugar trehalose has proven to be 
particularly effective in stabilising biomaterials during freeze-drying (19;9;10). This 
20 sugar is accumulated by some organisms, so-called cryptobionts, in the cell 

during periods of extreme dryness, thereby ensuring that these organisms survive 
with a total loss of water (17;3). 

The problems on which the present invention is based are the provision of a 
25 production method which avoids the drawbacks of the state of the art in terms of 
the stable storage, transportation as well as the ready-to-use preparation of multi- 
enzymatic reaction mixtures for carrying out complex biochemical and/or 
molecular biological reactions. More particularly the method is intended to 
dispense with the deep-freezing of the samples to be stored and transported, as 
30 well as, by providing complete reaction mixtures, i.e. reaction mixtures containing 
all the necessary reaction mixtures, to reduce the user's time expenditure 
considerably and to increase reproducibility. The task is solved by a method 
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having the features of claims 1 and 12. The subclaims relate to special 
embodiments of the method in accordance with the invention. 

The present invention differs from the state of the art in the use of trehalose as 
5 stabiliser firstly in that complete and multi-enzymatic reaction mixtures with many 
protein components and not single enzymes or reaction component mixtures can 
be produced to be storage-stable and ready to use. Secondly conditions have 
been found under which the trehalose guarantees adequate storage stability 
without further auxiliary agents and also increases the reactivity of the multi- 
10 enzymatic reaction mixture after reconstitution. 

The method according to the invention relates to multi-enzymatic reaction 
mixtures for cell-free protein biosynthesis (in-vitro translation). 50pl translation 
mixtures were vacuum-dried and reconstituted in water under various conditions. 

15 The reactivity of reaction mixtures treated in such a way was determined by way 
of the translation of synthetic obeline-mRNA. Obeline is luminescence protein 
with a molecular weight of 20 kDa. Detection of the translation product took place 
both quantitatively via the measurement of TCA-precipitable radioactively marked 
proteins from 5|jl of the translation mixture, as well as qualitatively through 

20 electrophoretic analysis in SDS-PAG with subsequent radioautography after 2 
hours of incubation at 25°C. It was shown that the protein components of the 
translation-active cell extract completely denaturise during the drying process, 
irrespective of whether they were previously frozen or not. The proteins no longer 
dissolved in water from the lyophilised residue and remained as a cloudy 

25 precipitate in the reaction mixture. A radioactively-marked translation product 
(obeline) could not be detected (fig. 1/A, trace 4 and 8) although the TCA- 
precipitable marked proteins could be detected (fig. 1/B). This effect is due to the 
non-specific binding of the [^SJL-methionine used for radioactive marking to the 
denaturised proteins. 

30 

Surprisingly it was found that even small concentrations of trehalose (2.5% and 
5%) without additional auxiliary substances in the translation mixture were 
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sufficient to protect the sensitive enzymatic components of the cell-free 
wheatgerm extract at least partially from denaturisation during vacuum drying and 
reconstitution (figs. 1/A & 1/B). The best effect was achieved with a final trehalose 
concentration of 10%. Around 84% of the original translation effect, measured 
5 against the synthesis yield, was able to obtained compared with the control 
reaction with a freshly prepared reaction mixture without trehalose after 
lyophilisation and reconstitution. Interestingly in the first experiments it was shown 
that the stabilisation effect of trehalose does not correlate proportionally with the 
concentration in the translation mixture. 

10 

In 25ul, 50ul and 100ul reaction mixtures with 10% trehalose which were either 
lyophilised or simply vacuum-dried, the kinetics of the obeline translation after 
reconstitution in water were determined and compared with the synthesis kinetics 
in the control reaction. A freshly prepared translation mixture without trehalose of 

15 the same volume was used as the control reaction in each case. To determine the 
translation kinetics of obeline, 3ul samples were taken from the translation 
mixture at certain intervals and the TCA-precipitable radioactively marked protein 
fraction quantified therein (in cpm). It was shown that in the 25ul reaction 
preparations the kinetics of obeline synthesis in the differently treated translation 

20 mixtures did not differ significantly from each other and from the kinetics of the 
control reaction (fig. 2). In other words this means that 25ul translation mixtures 
can be made storage-stable through vacuum drying and/or reconstituted without 
loss of their original reactivity, irrespective of whether they are previously shock- 
frozen in an alcohol/dry ice bath or not.. 

25 

In contrast to this, in the case of 50ul and 100ul translation mixtures the 
conditions of storage stabilisation influence the effectiveness of preservation of 
the translation activity (figs 3/A & 3/B). 

30 The differences are detected both in the course of the kinetics as well as in the 

difference in the synthesis yield of radioactively marked translation product after 2 
hours of incubation. In the storage stabilisation of the 50ul reaction mixture 



-8- 




through simple vacuum drying (2.5 hours) around 40% of the original translation 
activity was lost in comparison with the control reaction. Freezing the samples at - 
50°C before vacuum drying (lyophilisation) drastically reduces the activity loss of 
the 50|jl translation mixtures during the drying process. The translation activity of 
5 the reconstituted lyophilised reaction mixtures is almost 100% compared with the 
control reaction in a fresh translation mixture without trehalose. It is similar with 
the 100pl translation mixtures (fig. 3/B). 

Surprisingly, trehalose in the same concentration which also guarantees the best 
10 preservation of the reactivity during storage stabilisation and reconstitution 

stimulates the in-vitro translation in untreated freshly prepared 50pl and 100|jl 
reaction mixtures (fig. 3/A & 3/B). The synthesis yields were around 10-20% 
higher that in the corresponding control reactions without trehalose. A positive 
effect of trehalose on the ribosomal protein biosynthesis has hitherto been 
15 unknown. For the method in accordance with the invention, the increase in the 

translation activity of cell-free extracts through trehalose is particularly relevant as 
through this the 10-20% activity loss (cf. the corresponding kinetics in figs. 3/A & 
3/B), which also occurs in the lyophilisation of the translation mixtures, is 
balanced out again. The reconstituted storage-stable reaction mixtures therefore 
20 exhibit the same translation activity as state of the art translation mixtures without 
trehalose freshly prepared from individual components. 

A decisive advantage of the method according to the invention is the storage 
stability of the lyophilised ready-to-use reaction mixtures. Several complete 100 m 1 

25 translation mixtures with the addition of 10% trehalose were lyophilised, then 
sealed in an air-tight manner and stored for 1 or 2 weeks at 4°-8°C in a normal 
refrigerator or at room temperature (25°C). The lyophilised reaction mixtures were 
reconstituted in water, the kinetics of obeline translation determined and 
compared with the translation kinetics in a fresh reaction mixture (fig. 4). The 

30 results demonstrate that the translation activity of the storage-stabilised reaction 
mixtures is not impaired by storage at 4°-8°C. However, storage of the lyophilised 
translation mixtures at room temperature led to a sharp reduction in the reactivity. 
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The reason for this is that the hygroscopic acetate salts from the translation buffer 
are not enclosed in the amorphous vitreous mass of the trehalose but are 
deposited above it as a flocculent residue. This residue absorbs the water from 
the column of air above it so that the dried translation mixed is moistened. Too 
5 high a water content and a storage temperature of >10°C initiate enzymatic 
breakdown processes which deactivate unstable substrates such as ATP and 
GRP as well as sensitive enzymatic components. In this way the dried translation 
mixtures lost up to 70% of their initial activity after being stored for one week at 
room temperature. This loss of activity could not be compensated by the addition 
1 0 of fresh ATP and GTP during the reconstitution of the translation mixture. In 
accordance with the invention this problem can be overcome by covering the 
lyophilised reaction mixtures with a layer of inert gas. 

The method according to the invention thus allows the ready-to-use preparation of 
15 native and artificial enzymatically-active protein mixtures with reaction buffers, 
cofactors and substrates in that: 

- a stabilising agent [is added] to the reaction mixtures which on the one hand 
increases or does not impair the reactivity of the multi-enzymatic system, and 

20 on the other hand protects the unstable reaction components against the loss 

or their biological activity or biological structure during storage stabilisation, 

- if necessary after freezing 

- they are vacuum dried 

- and, if necessary, covering with a layer or inert gas of mineral oil takes place. 

25 

In accordance with the invention the thus obtained reaction mixtures are, after 
reconstitution in water and with the addition of user-specific key components 
depending on the required enzymatic reaction, used for the synthesis, 
modification or analysis of polypeptides or, if required, nucleic acids. 

30 

The complete multi-enzymatic reaction mixtures produced in accordance with the 
invention have the advantage that they can be stored and transported in a stable 
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manner at 0-1 0°C or, after covering with a layer of an inert gas, at ambient 
temperature (20-30°C). This dispenses with the high technical and financial cost 
of acquiring and maintaining deep-freeze equipment as is necessary in the case 
of the conventional state of the art. Its second decisive advantage consists in the 
5 fact that they are prepared to be ready to use with all the necessary reaction 
components so that the user can initiate the required reaction simply by the 
addition of one, or a maximum of two, key components. This avoids the 
drawbacks of the state of the art in relation to: 

10 - the simultaneous implementation of a large number of parallel tests, 

- high reproducibility of the enzymatic reactions, 

- minimum time expended on preparing the tests, 

- avoiding errors in the composition of reaction mixtures consisting of several 
components 

15 - the automation of complex biochemical multi-enzymatic reaction processes. 

The invention will be described in more detail below with an aid of an example. 

Example of Embodiment 

20 

1. Production of a translation-active reaction mixture based on a wheatgerm 
lysate using the stabilising agent trehalose 

1.1. Production of a ready-to-use storage-stable translation mixture consisting of 
25 individual components 

The ready-to-use translation mixture is pipetted together from the following 
individual components in a 1 .5 ml Eppendorf reaction vessel on a ice bath at 0- 
4°C: 

30 

a) 4 pi mastermix comprising 312 mM HEPES-KOH pH 7.6, 12.5 mM ATP, 1.25 
mM GTP, 100 mM creatinine phosphate, 3.12 mM DDT; 
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b) 2 pi amino acid mix comprising 2.5 mM of 19 natural L-amino acids or L- 
methionine (alternatively L-leucine or L-lysine can be omitted depending on which 
of the amino acids is used for marking the translation product); 

c) 16 pi translation buffer, comprising 120 mK K-acetate, 5 mM Mg-acetate and 
5 30 % by weight trehalose; 

d) 3 pi RNase-free water (Millipore-18 MQ) 

e) 2 pi creatinine phosphokinase solution (1.125 mg/ml) 

f) 2 pi yeast-tRNA (1.125 mg/ml) 

g) 2 pi RNA inhibitor (240-200 U) 

10 h) 16 pi wheatgerm extract comprising wheatgerm lysate with a concentration of 
90 A 280 /40 ml, HEPES-KOH pH 7.6, 120 mK K-acetate, 5 mM Mg-acetate and 6 
mM DTT. 

The final volume of the complete translation mixture is 50 pi. For the production of 
15 25 and 100 pi translation mixtures the volumes of the initial components are 
reduced or increase proportionally. 

1.2 Storage-stabilisation of the translation mixture 

20 The components of the translation mixture are carefully mixed in the reaction 

vessel and collected on the base of the vessel by pulse centrifuging. Immediately 
afterwards the reaction vessels with the translation mixtures are shock-frozen in 
an alcohol/dry ice bath (-50°C) with the lid open. After a further minute the 
reaction vessels are transferred into a centrifuge with connected vacuum pump 

25 and cold trap (SpeedVac or equivalent devices) and vacuum-dried at a constant 
30°C. Translation mixtures with a final volume of < 30 pi are vacuum-dried 
without prior shock-freezing. Centrifuging during vacuum drying ensures that the 
enzymatic and non-enzymatic components of the translation mixture collect on 
the base of the reaction vessel and are fused in droplet-form into the vitreous 

30 mass of the trehalose. 
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After 2.5 to 3 hours the drying process is ended by carefully ventilating the 
vacuum centrifuge. The air inlet into the centrifuge must be provided with a sterile 
filter in order to prevent contamination of the dried reaction mixture with microbial 
germs. The reaction vessels with the dried translation mixtures are removed from 
5 the centrifuge under sterile conditions and immediately afterwards sealed in an 
air-tight manner, 

In this state the dried translation mixtures will be stably stored in a refrigerator at 
0°C-10°C. For storage at temperatures between 20° and 30°C the dried reaction 
10 mixtures are covered with a layer of nitrogen or another inert gas immediately 
after the still open reaction vessels are removed from the vacuum centrifuge. 

1.3 Reconstitution of the vacuum-dried translation mixture and implementation of 
1 5 the in-vitro translation 

Before carrying out the in-vitro translation the vacuum-dried reaction mixtures are 
dissolved in water. First of all the vacuum-dried translation mixtures are placed on 
ice. Depending on the reaction volume involved precisely defined volumes of 

20 water are pipetted onto the vacuum-dried residue. For a 50 pi translation 
preparation this corresponds to a volume of 32 pi, and for 25 pi and 100 pi 
translation preparations, volumes of 16 pi and 64 pi respectively. By way of 
careful mixing the vitreous trehalose drop is completely dissolved with the 
reaction components. During dissolution the translation mixtures should 

25 repeatedly be placed on ice in order to keep them cool. In total the dissolution of 
the storage-stable translation mixtures does not take more than 5 minutes. 

The translation reaction is started by adding 4 pi (1 pg/pl) mRNA solution or 2 or 
8pl mRNA solution respectively for the 25 and 100 pi volumes, and 1 pi or 0.5 or 
30 2 pi [ 35 S]L-methionine 1000 Ci/mmol. The indicated quantities of mRNA relate to 
luminescence enzyme obeline translation in this case example. For other proteins 
the optimum mRNA quantity must in each case be determined empirically in 
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titration tests between 1-10 pg for a 50 |jl translation preparation, whereby, 
however, the volume of the added RNA solution must remain constant. After 
adding the mRNA and the radioactively-marked amino acid, the translation 
mixtures are briefly mixed, collected on the base of the vessel by pulse 
5 centrifuging, and then incubated at 25°C in a thermostat. After 0, 15, 30 , 60, 90, 
120 and 180 minutes 2 pi samples are taken from the reaction mixture each time, 
dripped onto filter disks consisting of Whatman 3 MM chromatography paper and 
dried in air. Detection of the radioactively-marked translation product obeline 
takes place in a conventional manner through trichloroacetic acid precipitation of 

10 the samples on the filter paper and subsequent rinsing of the precipitated 

samples in ice-cooled 5% trichloroacetic aid and acetone. To determine the acid- 
precipitable radioactivity (in cpm) as a measure of the quantity of the synthesised 
translation product the filter disks with the treated samples are the immersed in 3 
ml of corresponding scintillation mixture and measured on a corresponding 

1 5 scintillation counter. The taking of samples from the translation mixture at various 
time intervals allows the kinetics of the translation process to be determined. 
Alternatively, detection of the translation product can also be carried out 
qualitatively by separating the samples on a 12% SDS-PAG and then detecting 
the marked translation product by direct radioautography with an X-ray film. 

20 

Translation mixtures without trehalose for the control reaction for determining the 
influence of the stabilising agent on the translation activity and storage-stability of 
the translation mixtures are prepared in accordance with the above, but using a 
translation buffer (component c) without trehalose. 
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Claims 

1. Method of producing complex multi-enzymatic storage-stable reaction mixtures, 
characterised in that native or artificial enzymatic active protein mixtures are 

5 combined in aqueous solution with reaction components and a stabilising agent, 
which on the one does not impair the reactivity of the multi-enzymatic system and, 
if required, increases it, and on the other hand protects the unstable reaction 
components against the loss of their biological activity or their biologically active 
structure during storage stabilisation, are frozen if necessary, and brought into a 
10 storage stable condition at 0°-10°C or 20° - 30°C by vacuum drying and then if 
necessary covering with a layer of an inert gas or mineral oil, whereby the 
quantity of stabilising agent for increasing the reactivity of the multi-enzymatic 
reaction mixture is equivalent to the quantity required for the storage stabilisation 
of the complex multi-enzymatic reaction mixture. 

15 

2. Method according to claim 1, characterised in that cell extracts or fractions 
thereof are used as native enzymatically active protein mixtures. 

3. Method according to claim 1 , characterised in that a mixture of prepurified 
20 individual enzymes, cofactors and, if necessary, structural proteins are used as 

artificial enzymatically active protein mixtures. 

4. Method according to claim 1, characterised in that as reaction components 
enzymatic and non-enzymatic cofactors, enzyme substrates, nucleotides and 

25 nucleosides or their oligomers, proteins, peptides, thiol compounds, RNA, DNA 
and if necessary derivatives of all of the above substances are used individually 
or in combination. 

5. Method according to claim 1, characterised in that the stabilising agent is a 

30 chemically inert sugar or, if necessary, a sugar mixture, which in a dry state forms 
an amorphous vitreous mass with a residual water content of no more than 0.2 g 
l-yg of dry matter. 
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6. Method according to claims 1 and 5, characterised in that the concentration of 
stabilising agent in the ready-to-use reaction mixtures in aqueous solution is no 
less than 5% by weight and no more than 10% by weight. 

7. Method according to claims 1 , 5 and 6, characterised in that the stabilising 
agent is trehalose. 

8. Method according to claim 1 , characterised in that the vacuum-drying is carried 
out in a commercially available vacuum centrifuge (e.g. SpeedVac) at 30°C up to 
a residual water content of 0.2 g H z O/g for at least 2.5 hours. 

9. Method according to claim 1 , characterised in that reaction mixtures with a 
volume of >30 ul before vacuum drying at -50°C are frozen in an alcohol/dry ice 
bath or if necessary in liquid nitrogen at -80°C. 

10. Method according to claims 1 and 8, characterised in that reaction mixtures 
with a volume of < 30 ul are vacuum-dried directly from the solution. 

1 1 . Method according to claim 1 , characterised in that nitrogen, helium or argon 
are used as inert gases. 

12. Use of the complex multi-enzymatic storage-stable reaction mixtures in 
accordance with claims 1 to 11 for the synthesis, modification or analysis of 
polypeptides or nucleic acids after reconstitution in water, whereby one or more 
specific key components are added in each case. 

13. Use according to claim 12, characterised in that the key components are 
radioactively or non-radioactively marked amino acids or aminoacyl-transfer RNA 
molecules corresponding thereto, radioactively or non-radioactively marked 
nucleotides or if necessary their derivatives or oligomers, natural or artificial 
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messenger RNA, DNA of various origins or combinations of the above 
substances. 

14. Use according to claims 12 and 13 for the cell-free ribosomal protein 

5 biosynthesis and, if necessary, for the post-translational modification of peptides, 
polypeptides and proteins. 

15. Use according to claims 12 and 13 for the replication, reverse or non-reverse 
transcription, if necessary enrichment or modification of nucleic acids. 

10 

4 pages of drawings attached. 
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Fig. 1/A: Reactivity of the translation mixtures after storage stabilisation and 
reconstitution as a function of the trehalose concentration 
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Fig. 1/B Obeline translation in reconstituted reaction mixtures at various 
trehalose concentrations 
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Fig. 2: Kinetics of obeline translation in reconstituted 25 pi translation 

mixtures with 10% trehalose 
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Fig. 3/A: Kinetics of obeline translation in reconstituted and fresh 50 |jl 
translation mixtures - influence of freeze-drying 
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Fig. 3/B Kinetics of obeline translation in reconstituted and fresh 100 pi 
translation mixtures 
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Fig. 4: Storage stability of 50 ul translation mixtures as a function of the 
composition, storage stabilisation and storage conditions 
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